(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
15. Marz 2001 (15.03.2001) 




PCT 



III 

(10) Internationale VerSffentlichungsnummer 

WO 01/18242 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/68, 

GO IN 21/55, 33/543 



(21) Internationales Aktenzeicben: 



PO7EP00/08360 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

28. August 2000 (28.08.2000) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prioritat: 

199 43 704.1 8. September 1999 (08.09.1999) DE 



(71) A nm elder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Atis- 
nahme von US): 1NST1TUT FUR PHYS1KALISCHE 
HOCHTECHNOLOGIE E.V. [DE/DE]; Winzerlaer 
Strasse 10, 07745 Jena (DE). 

(71) Anmelder und 

(72) Erfinder: FRITZSCHE, Woirgang [DE/DE]; Hufe- 
landweg 1 6, 07743 Jena (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder fnur fur US): CZAKI, Andrea 
[DE/DE]; Georgstrasse 9, 07774 Camburg (DE). KOH- 
LER, Johann, Michael [DE/DE]; Untergasse 8, 07751 



[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 



(54) Title: AFFINITY SENSOR FOR THE DETECTION OF BIOLOGICAL AND/OR CHEMICAL SPECIES AND USE 
THEREOF 

^= (54) Bezeichnung: AFHNTTATSSENSOR ZUM NACHWEIS BIOLOGISCHER UND/ODER CHEMISCHER SPEZIES UND 
^= DES SEN VERWENDUNG 

(57) Abstract: The invention relates to an affinity sensor for the detection of 
biological and/or chemical species which enables rapid, quantitative and simple 
detection of the presence of biological and/or chemical species in particular on 
surfaces in the lower to middle micrometer range. The sensor, depending on the 
embodiment, consists of an optically transparent or a partially reflecting substrate 
(1) which is provided with several, voneinander beabstandeten microstructured 
binding surfaces (2), whose surface compared to the diameter of the nanoparti- 
cles (3) and above the light optical refractive limit is chosen to be of such a size 
that said nanoparticles (3), which are provided with coupling partners (4), which 
have a selective affinity to the binding surfaces (2) or (DNA) sequences specif- 
ically bound thereto such that they can bind durably to the binding surfaces (2) 
or specifically bound to the said sequences (DNA), daB auf one or more binding 
surfaces (2) eine so large number of nanoparticles (3) unter Ausbildung von nanoparticle occupation (3 1 ) anbindbar can be connected, 
■= daB die von der nanoparticle covearge (31) covered surface relative to the surface Flache einer Bindefiache (2) can comprise at least 
0.1 %, whereby all binding surfaces together (2) zusammen in such active surfaces are arranged, such that they together with the 
SS object of a standard optical light microscope with a numerical mit aperature between 0.1 .and 0.9, for determining the nanoparticle 
occupation (31) generated optical absorption, reflection or scattering or by a device for the determination of plasmonen resonances. 




(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Affinitatssensor zum Nachweis biologischer und/oder chemischer Spezies, 
welcher eine schnelle, quantitative und aufwandsgeringe Deteku'on der Anwesenheit von biologischen und/oder chemischen Spe- 
zies, insbesondere auf Flachen im unteren bis mittleren Mikrometerbereich, ermoglicht. Die Aufgabe wird dadurch gelost, daB der 
Sensor je nach Ausleseart aus einem optisch transparenten oder teilreflektierenden Substrat (1) besteht, das mit mehreren, voneinan- 
fv| der beabstandeten mikrosirukturierten Bindeflachen (2) versehen tst, deren Flache in Relation zum Durchmesser von NanopartikeLn 
(3) und oberhalb des lichtoptischen Beugungslimits so groB festgelegt ist, daB die Nanopartikel (3), die mit Kopplungspartnern (4) 
£^ versehen sind, welche zu den Bindeflachen (2) oder darauf spezifisch gebundener Sequenzen (DNA) eine solche selektive Affinitat 
aufweisen, daB sie eine anhaltende Bindung mit den Bindeflachen (2) oder darauf spezifisch gebundener Sequenzen (DNA) derart 
eingehen, daB auf einer oder mehreren Bindeflachen (2) eine so groBe Anzahl von Nanopartikeln (3) unter Ausbildung von Nanopar- 
tikelbelegungen (31) anbindbar sind, daB die von der Nanopartikelbclegung (3 1 ) eingenommene Flache bezogen auf die Flache einer 
Bindefiache (2) mindestens 0,1 % betragen kann, wobei alle Bindeflachen (2) zusammen in einem solchen aktiven Flachenbereich 
angeordnet sind, daB sie gemeinsam von einem Objektiv eines iiblichen lichtoptischen Mikroskops mit einer numerischen Apertur 
zwischen 0,1 ... 0,9, zwecks Bestimmung der durch die Nanopartikelbelegungen (31) erzeugten optischen Absorption, Reflexion 
oder Streuung oder durch eine Vorrichtung zur Bestimmung der Plasmonenresonanz erfaBbar sind. 
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Affinitatssensor zum Nachweis biologischer und/oder chemischer Spezies 
und dessen Verwendung 

Beschreibung 



Die Erfindung betrifft einen Affinitatssensor zum Nachweis biologischer 
und/oder chemischer Spezies, der insbesondere fur Aufgaben der 
kombinatorischen Chemie, fur diagnostische Aufgaben, wie etwa in der 
Medizin oder zur Entwicklung neuer Wirkstoffe, z.B. fur Medikamente 
oder selektiv wirkende Pflanzenschutzmittel, Verwendung finden soli. 

Zur Identifikation biologischer Spezies, Individuen und Krankheiten 
haben sich Nachweise durch Molekul-Molekul-Wechselwirkung als 
besonders zweckmafiig erwiesen. Die Messung von Bindungsereignissen 
auf Biochips erfolgt dabei in der Regel unter Verwendung von 
Fluoreszenzmarkern. Diese Methode besitzt jedoch mehrere wesenthche 
Nachteile: 

-fur die Auslesung sind sehr empfindliche Detektoranordnungen 
erforderlich, die zudem Anregungs- und Fluoreszenzlicht streng 
voneinander trennen mussen, 

-die Quantifizierung ist problematisch, da die Quantenausbeuten der 
Fluoreszenz sehr stark umgebungsabhangig sind (Tanke, H.J.; Herman 
B. Fluorescence Microscopy, Springer Verlag (1998)). Deshalb sind 
quantitative analytische Aussagen oft gar nicht oder nur mit einem sehr 
hohen MeBaufwand erreichbar (Rost FWD Quantitative Fluorescence 
Microscopy, Cambridge University Press. (1991), so dafi beispielsweise 
eine Auswertung nur unter Einbeziehung von Messungen an mehreren 
Chips moglich wird (Hacia, J.G.; Brody, L.C.; Chee, M.S., Fodor, S.C.; 
Detection of heterozygous mutations in BRCA1 using high density 
olionucleotide arrays and two colour fluorescence analysis, Nature 
Genetics 14, 441-447 (1996)). Haufig scheitert jedoch selbst ein 
qualitativer Nachweis. 

Die Detektion von Bindungsereignissen insbesondere auf 
hochintegrierten Biochips mit kleinen Bindeflachen durch 
Fluoreszenzmessung ist zeitaufwendig und nur mit teuren optischen 
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Einrichtungen fur die Auslesung zu bewerkstelligen. Die fur quantitative 
Messungen erforderlichen langeren Expositions- und 
Akkumulationszeiten bewirken zudem eine photochemische Degradation 
der Farbstoffe, die das Signal im Verlauf der Messung verschlechtert und 
die Quantifizierung erschwert. Die Intensitat des Fluoreszenzlichtes pro 
Anregungslichtmenge und Bindeereignis hangt zudem von der 
spezifischen chemischen Umgebung der zum Markieren verwendeten 
Chromophore ab. Deshalb treten von Charge zu Charge und von Test zu 
Test und sogar innerhalb einer Probe erhebliche Abweichungen in den 
MeBsignalen auf, die die eigentlich erforderliche Quantifizierung der 
Mefisignale ganz erhebhch beeintrachtigen. Ein langsamer photo- und 
thermochemischer Abbau der Chromophoren fiihrt uberdies dazu, dafi 
MeBproben nicht uber eine langere Zeiten lagerfahig sind, d.h. sie konnen 
nicht archiviert und etwa zu einem spateren Zeitpunkt fur 
Vergleichsmessungen herangezogen werden. 

Bei der Auslesung von Bindeereignissen auf Biochips besteht zusatzhch 
das Problem, dafi fur Assays bei einer ausreichend groBen Zahl von 
diskreten mikrostrukturierten Bindeflachen (typischerweise ca. 
100 - 1000 Bindeflachen) oder fur SBH-Chips (typischerweise 
10000 - 10 6 Bindeflachen) die Gesamtflache aller einzelnen Bindeflachen 
auf einem Chip nicht zu groB sein darf, um bei der Inkubation mit einer 
Testlosung nicht zu groBe Zeiten fur die diffusive Ausbreitung von 
Konzentrationsfronten bzw. die spontane Einstellung von Anlagerungs- 
und Desorptionsgleichgewichten mit den gekoppelten molekularen 
Transportschritten zu benotigen. 

Kleine Gesamtflachen waren auch fur eine parallele optische Auslesung 
von Vorteil, um nicht mit zu groBen Objektivdurchmessern fur die 
Ausleseoptiken arbeiten zu mussen, die die Methode verteuera. Durch 
eine Venninderung der Gesamtflache reduziert sich bei 
Fluoreszenzfarbstoffinarkierung bei gleicher Dichte bindender Gruppen 
die absolute Zahl die Fluorophoren, was die ohnehin komplizierte 
Fluoreszenzmessung bei kleinen Stoffinengen auf Festkorperoberflachen 
weiter erschwert. Deshalb kann bei den etablierten Fluoreszenzverfahren 
die Auflosungsgrenze der optischen Abbildung (ca. 0.4 ... 1 \im) bei 
weitem nicht ausgeschopft werden. Statt dessen wird uberwiegend mit 
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Einzelflachen von 100 \im und mehr gearbeitet (Chee, M. et al.; 
Accessing Genetic Information with High-Density DNA Arrays, Science 
274 (1996), 610-614). Bei dieser FlachengroBe erreicht man (fur gleich 
groBe Zwischenraume) schon bei 100 Bindeflachen einen Flachenbedarf 
von 4 mm 2 , was fur schnelle Assays wegen der erforderlichen 
Diffusionszeiten schon erheblich zu hoch ist Bei 10 6 Bindeflachen 
wurde die benotigte Gesamtflache ca. 200 mm • 200 mm betragen, was 
weit oberhalb sinnvoller Dimensionen ist, wenn Biochips serienmaBig 
eingesetzt und ausgewertet werden sollen. 

In US-PS 5,556,756 wird ein Gold-Sol beschrieben, das in analytischen 
Testkits eingesetzt werden kann. Da die Analytik auf einer Farbanderung 
der Oberflache beruht, werden dabei vorzugsweise Partikel zwischen 
1 nm und 5 nm eingesetzt. Das dort beschriebene Verfahren hat den 
Nachteil, daB zum einen relativ groBe Testflachen benutzt werden 
mussen und zum anderen permeable Membranen eingesetzt werden 
mussen, urn Spulprozesse durchfuhren zu konnen. Diese Losung ist nicht 
zur Markierung kleiner Bindeflachen im mittleren und unteren 
Mikrometerbereich geeignet. 

Weiteiiiin ist es grundsatzlich bekannt, daB funktionalisierte Nanopartikel 
spezifisch an Biomolekule angelagert werden konnen (Nicholl, D., 
Genetische Methoden, Spektrum Akademischer Verlag Heidelberg 
(1995), S.24-27). Solche Bindeereignisse werden u.a. genutzt, um in der 
Grundlagenforschung mit Hilfe ultramikroskopischer Techniken wie z.B. 
Tunnel-, Kraft- und Transmissionselektronemnikroskopie 
sequenzspezifische Informationen auf der Skala von wenigen bis 1 nm 
aus auf Festkorperoberflachen immobilisierten biogenen Makromolekulen 
zu gewinnen. Dabei wird der Umstand genutzt, daB einzelne Partikel an 
diskrete Regionen eines einzelnen groBen Molekiils angelagert werden. 
Zum Nachweis dieser einzelnen Partikel sind ultramikroskopische 
Verfahren unerlaBlich. Diese sind aber zu aufwendig, d.h. sowohl in der 
Investition als auch in der Handhabung zu kompliziert und zu teuer, um 
fur Serien- oder Routineanalysen eingesetzt zu werden. 
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Dariiber hinaus ist es bekannt, daB grundsatzlich auch 
Submikrometerpartikel durch optische Methoden detektiert werden 
konnen. In WO 98/57148 Al werden eine Methode und eine Anordnung 
beschrieben, bei der die durch die Anlagerung von solch kleinen Partikeln 
auf einen dunnen Metallfilm verbundene Anderungen des Winkels der 
Oberflachenplasmonen-resonanz festgestellt werden kann. Dieses 
Verfahren setzt eine aufwendige SPR-Anordnung voraus und ist 
auBerdem auf die Existenz einer, den Lichtdurchtritt hindernden 
Metallschicht auf einem ansonsten transparenten Substrat angewiesen. 

Es besteht ein dringender Bedarf an Affinitatssensoren zum Nachweis 
biologischer und/oder chemischer Spezies, die vorstehend genannte 
Nachteile vermeiden und die fur Serien- oder Routineanalysen einsetzbar 
sind. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Affinitatssensor 
anzugeben, welcher eine schnelle, quantitative und aufwandsgeringe 
Detektion der Anwesenheit von biologischen und/oder chemischen 
Spezies, insbesondere auf Flachen im unteren bis mittleren 
Mikrometerbereich, ermoglicht. 

Die Aufgabe wird durch die Merkmale des ersten Patentanspruchs geldst. 
Vorteilhafte Ausgestaltungen sind durch die nachgeordneten Anspruche 
erfaBt. 

Ein zuverlassiger Nachweis von Bindeereignissen auf Flachen im unteren 
bis mittleren fim-Bereich gelingt im Rahmen der Erfindung durch die 
Erzeugung von Nanopartikel-Schichten, die durch Marker gebildet sind, 
deren Dichte insbesondere durch Absorptions- aber auch durch 
Reflexions- oder Streulichtmessungen oder durch Plasmonenresonanz- 
messungen quantifizierbar ist. Bei sehr kleinen, elektrisch leitfahigen 
Nanopartikeln kann vorteilhaft die groBenspezifische Absorption von 
Licht herangezogen werden, wodurch unter Einsatz von mehreren 
monodispersen Gruppen von Nanopartikeln mit unterschiedhchem 
Durchmesser auch Mehrfachmarkierungen moglich sind. Die selektive 
Markierung von immobilisierten Biomolekulen hat sich als liberraschend 
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unproblematisch erwiesen. Als besonders gunstig haben sich Goldpartikel 
zur Markierung herausgestellt. Bei dem Einsatz von Goldpartikeln ist ein 
solcher Affinitatssensor auch in einer Vorrichtung zur Bestimmung der 
Plasmonenresonanz einbindbar. Eine selektive Bindung ist auch bei 
relativ groBen Partikeldurchmessern nachzuweisen, die bereits recht 
komfortable Streulichtsignale liefern. 

Besonders vorteilhaft kann durch die bei vorliegender Erfindung 
vorgesehene flachenhafte Markierung mit insbesondere metallischen 
Nanopartikeln die Auslesung von Bindeereignissen auf Biochips 
erfolgen. 

Die Erfindung soli nachstehend anhand scheraatischer Ausfuhrungs- 
beispiele naher erlautert werden. Es zeigen: 

Fig. 1 schematisch in Draufsicht einen AfiBnitatssensor, 

Fig. 2 einen Teilbereich des Affinitatssensors nach Fig. 1 in 

seitlicher Ansicht, 
Fig. 3 eine rasterkraftmikroskopische Aufhahme einer Nanopartilel- 

Schicht, die durch eine Belegung mit 30 nm Goldpartikeln 

gebildet ist und 

Fig. 4 eine lichtmikroskopische Durchlichtaufiiahme einer einzelnen 
Bindeflache nach Fig. 3, die die durch die Nanopartikel- 
Schicht bewirkte Absorption gegenuber dem sie tragenden 
Substrat veranschauhcht. 

Figur 1 zeigt beispielhaft einen AfiBnitatssensor zum Nachweis 
biologischer und/oder chemischer Spezies bestehend aus einem optisch 
transparenten Substrat 1, das mit mehreren, voneinander beabstandeten 
mikrostrukturierten Bindeflachen 2 versehen ist. Die Art und Ausbildung 
der Bindeflachen erfolgt je nach Vorgabe der zu ermittelnden 
Bindeereignisse und ist als solche durch ubliches fachgemaBes Handeln 
realisierbar, weshalb hier dazu keine weiteren Ausfuhrungen erforderlich 
sind. Die Beabstandung der Bindeflachen 2 erfolgt im Beispiel durch 
freistrukturierte Bereiche 11 des Substrats 1. Die BemaBung der 
Seitenlangen der einzelnen hier quadratisch ausgefuhrten Bindeflachen 2 
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erfolgt derart, daB sie oberhalb des lichtoptischen Beugungslimits 
festgelegt ist; im Beispiel 2 urn, jedenfalls > 0,5 um. Die Seitenlange 
des optisch transparenten Substrats 1 soil im Beispiel 3 mm betragen, 
wobei der aktive Flachenbereich 22, namlich die Flache des Substrats 1, 
die mit den Bindeflachen 2 versehen ist, lediglich in der GroBenordnung 
von 1 mm 2 festgelegt ist, fur bestimmte Anwendungen (z.B. eine schnelle 
Diagnostik) auch Flachen unterhalb 0.01 mm 2 problemlos einnehmen 
kann, wesentlich ist lediglich, daB den einzelnen Bindeflachen 2 eine 
Flache gegeben ist, die oberhalb des lichtoptischen Beugungslimits liegt, 
wobei der durch alle Bindeflachen 2 eingenommene aktive 
Flachenbereich 22 von gangigen Objektiven mit einer numerischen 
Apertur zwischen 0,1 .... 0,9, vorzugsweise 0,2, hchtoptischer 
Mikroskope erfaBbar sein soli. Verzichtet man auf diesen durch die 
Erfindung geschaffenen Vorteil, ist es ebenso moglich teuere Objektive 
mit einer groBeren Apertur einzusetzen, wobei dann auch groBere aktive 
Flachenbereiche 22 zum Einsatz gelangen konnen. 

Figur 2 zeigt einen Teilbereich des Affinitatssensors nach Fig. 1 in 
seitlicher Ansicht, wobei gleiche Teile mit gleichen Bezugszeichen wie in 
Fig. 1 bezeichnet sind. Die im Rahmen der Erfindung eingesetzten 
Nanopartikel 3 sind mit Kopplungspartnern 4 versehen, welche zu den 
Bindeflachen 2 oder, wie im Beispiel nach Fig. 2 dargestellt, darauf 
spezifisch gebundener Sequenzen (DNA) eine hohe selektive AfEnitat 
aufweisen. Zur naheren Erlauterung soil folgendes Beispiel dienen: 

Oligonukleotide mit bspw. 20 Basenpaaren sind auf den 
mikrostrukturierten Bereichen des Substrats 1 immobilisiert und bilden so 
die vorstehend bezeichneten Bindeflachen 2. Der so praparierte 
Affinitatssensor wird mit einer zu testenden Losung versetzt, die DNA 
unbekannter Zusammensetzung enthalt. Diese bindet nur auf den 
Bindeflachen 2, die zu Teilabschnitten der DNA komplementare 
Oligonukleotide tragen. Nach dem Abspulen, zwecks Entfernung 
unspezifisch gebundener DNA, wird die Substratoberflache einer 
kolloidalen Losung die Nanopartikel, im Beispiel bestehend aus Gold mit 
einem Partikeldurchmesser von 30 nm, enthalt, ausgesetzt. Die 
Oberflache der Nanopartikel ist mit einem Kopplungspartner 4 versehen, 
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im Beispiel einem Oligonukleotid, dessen Sequenz so beschaffen ist, daB 
es nicht komplementar zu einem der Bindeflachen 2 auf dem Substrat 1 
aber komplementar zu einer konservativen Nukleotidabfolge der zu 
untersuchenden Targetmolekule ist, die in alien in Frage kommenden 
Targetmolekiilen (gebundene DNA) gleich vorkommt. Der nach einer 
Hybridisierung erhaltene Zustand des Affinitatssensors ist im 
Teilausschnitt in Fig. 2 veranschaulicht. 

Nach der Hybridisierung ist im Beispiel eine Dichte von ca. 
40 Partikeln/jxm 2 erhalten worden, wobei im Beispiel den eingesetzten 
Goldnanopartikeln 3 ein Durchmesser von 30 nm gegeben ist. Bei einer 
Querschnittsflache der einzelnen Nanopartikel von ca. 700 nm 2 erhalt 
man Nanopartikel-Schichten mit einer Nanopartikelbelegung 31 von ca. 
3%, welche im Lichtmikroskop sofort und deutlich sichtbar sind. Diese 
Strukturen entsprechen den vorstrukturierten Bindeflachen 2. 
Die Durchmesserbereiche der Nanopartikel 3 sind in Abhangigkeit vom 
jeweils auszubildenen Testassay in weiten Grenzen festlegbar. So konnen 
die Durchmesser der Nanopartikel in der GroBenordnung von 
2 ... 600 nm festgelegt sein. Vorzugsweise ist je nach dem fur die 
Nanopartikel ausgewahltem Material ein Durchmesserbereich von 
15...60nm gewahlt Bevorzugt kommen im Rahmen der Erfindung 
metallische Nanopartikel zum Einsatz, da sie in sehr effektiver Weise 
Licht absorbieren, wodurch schon Nanopartikelbelegungen in der 
GroBenordnung von 0,1% im Lichtmikroskop im Durchlicht detektierbar 
sind. Damit ist es moglich, auch bei Ausdehnungen der einzelnen 
Bindeflachen 2 knapp oberfialb der Beugungsgrenze (1 ^tm .. 10 nm) zu 
arbeiten. 100 Bindeflachen 2 lassen sich auf diese Weise auf aktiven 
Flachen 22 von deutlich weniger als 0.1 mm Seitenlange plazieren, 10000 
Bindeflachen 2 auf weniger als 1 mm 2 . Selbst fur hochstintegrierte 
Affinitatssensoren mit 100000 Bindeflachen 2 erscheint eine 
Gesamtflache von weniger als 1mm 2 gut realisierbar. Auf diese Weise 
sind sehr schnell aibeitende und fur kleinste Probenmengen geeignete 
Assays aufbaubar, so daB fur niederintegrierte Assays lediglich 
Probenmengen bis unter 1 nl und fur hoher integrierte bis zu ca. 1 \i\ 
benotigt werden. 

Es liegt im Rahmen der Erfindung, fur die vorgesehenen Nanopartikel 3 
auch metallhaltige Kompositpartikel im genannten GroBenbereich als 
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auch Nanopartikel aus einem Halbleitermaterial, wie z.B. CdSe, InP, als 
auch beschichtete Nanopartikel, bspw. mit ZnSe, einzusetzen. Auch liegt 
es im Rahmen der Erfindung, Nanopartikel aus Kunststoff einzusetzen, 
die bevorzugt Einschlusse aus einem absorbierenden Farbstoff, Metall 
oder Halbleitern beinhalten. 

Wesentlich bei der Auswahl genannter Nanopartikel 3 bzgl. ihrer 
materialmaBigen Zusaramensetzung und GroBe ist lediglich, dafi die 
durch sie gebildeten Nanopartikelbelegungen 31 mit Objektiven ublicher 
lichtoptischer Mikroskope, zwecks Bestimmung der durch die 
Nanopartikelbelegung 31 hervorgerufenen optischen Absorption, 
Reflexion oder Streuung, auch bei den vorstehend beschriebenen 
niedrigen Dichten der Nanopartikel pro Bindeflache 2 bei Erfassung der 
gesamten aktiven Flache 22 detektierbar sind. Ebenso kann die 
Anordnung der Bindeflachen 2, die genannte Nanopartikelbelegungen 31 
aufiiehmen, in vorstehend beschriebener Weise auf der Flache eines 
Prismas vorgesehen sein, wodurch ein solcher Affinitatssensor einer 
Vorrichtung zur Erfassung der Plasmonenresonanz zuganglich ist. 

Fur die Auswahl der als Marker dienenden Nanopartikel 3 gilt, daB deren 
GroBe so gewahlt wird, daB sie einerseits auch bei wenigen bindenden 
Molekulen schon einen sehr effektiven Beitrag zur Signalentstehung 
leisten, wobei sie nicht zu klein sein durfen, die andererseits aber, urn 
spezifisch anzukoppeln, nicht zu groB sein durfen, wobei durch die 
Ankopplung von mehreren Nanopartikeln 3 an einer einzelnen 
Bindeflache 2 ein kooperativer MeBefFekt erreicht wird. Bei 
abnehmender PartikelgroBe wird das MeBsignal schlechter, bei 
zunehmender PartikelgroBe geht die Spezifitat der Bindung zuruck. 
Ersteres fuhrt zu einer Verringerung des Absolutsignals, letzteres zu einer 
Anhebung des Hintergrundsignals. Die jeweils konkrete Auswahl der 
betrefifenden Partikel liegt in einem fur den Fachmann zumutbaren 
Rahmen. Fur den vorstehend beschriebenen Einsatz. Im beschriebenen 
Beispiel wurden Au-Partikel mit einem Durchmesserbereich zwischen 
1 5 nm und 60 nm als besonders bevorzugt gefunden. 
Zur Verdeutlichung der erzielten Anbindungen zeigt Figur3 eine 
rasterkraftmikroskopische Aufiiahme einer Nanopartikelbelegung 31 auf 
einem 5 • 5 \im groBen Flache, die durch eine Belegung mit 30 nm 
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Goldpartikeln gebildet ist, wobei in Figur4 eine lichtmikroskopische 
DurcMichtaumahme einer einzelnen Bindeflache, die die durch die 
Nanopartikelbelegung 31 bewirkte Absorption gegenuber dera sie 
tragenden Substrat 1 veranschaulicht. 

Der vorgeschlagene Affinitatssensor bietet zusammengefaBt gegenuber 
der nach dem Stand der Technik ublichen FluoreszenzfarbstofF- 
markierung und -auslesung folgende Vorteile: 

1. Eine einfache Handhabung des Affinitatssensors ist gewahrleistet, da 
keine giftigen, cancerogenen und umweltschadlichen Farbstoffe zur 
Markierung zum Einsatz gelangen. 

2. Es ist eine Unabhangigkeit des Signals von der chemischen Umgebung 
gegeben, weshalb der Affinitatssensor fur quantitative Messungen 
verwendet werden kann. 

3. Es erfolgen keine stofflichen Veranderungen (Ausbleichen o.a.) 
wahrend der Messung. Deshalb kann sogar bei einer scannenden 
Auslesung des aktiven Flachenbereichs 22 das ganze Assay beleuchtet 
bleiben, ohne daB Veranderungen in den MeBsignalen eintreten. 

4. Kurze Inkubationszeiten sind gewahrleistet, da selbst fur eine hohe 
Anzahl einzelner Bindungsflachen der aktive Flachenbereich sehr klein 
festlegbar ist. 

5. Durch den vorgeschlagenen Aufbau des AfEnitatssensors ist ein 
gunstiges Signal-Rausch-Verhaltniss gegeben, wodurch kurze 
MeBzeiten realisierbar sind. 

6. Durch die Moglichkeit der Ausbildung einer hohen Anzahl einzelner 
Bindeflachen auf einer sehr kleinen aktiven Flache 22 ist die 
Auslesung mittels einfacher mikroskopischer Apparaturen gegeben, Im 
Gegensatz zum Stand der Technik sind keine Fluoreszenzoptiken und 
keine groBen Objektive erforderhch. 

7. Die Affinitatssensoren, die mit den Nanopartikelbelegungen versehen 
sind -weisen eine langfristige Lagerstabilitat auf, da die 
Partikelbelegungen von sich aus keinerlei Veranderungen erfahren, 
wodurch ihre Archivierung ermoglicht wird, was in der Medizin, 
insbesondere Gerichtsmedizin, der Umwelttechnik, der 
ProzeBkontrolltechnik und der Forschung neue Moglichkeiten eroffhet. 
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8. Durch die Quantifizierbarkeit und Lagerstabilitat der Affinitatssensoren 
ist die Moglichkeit des Aufbaus von Kalibrier- oder sogar 
Eichnormalen gegeben. 

Bedingt das mit vorliegender Erfindung realisierbare GroBenverhaltnis 
des aktiven Flachenbereichs 22 zu den einzelnen Bindeflachen 2 ist eine 
hohe Parallelitat gewahrleistet, so daB der vorgeschlagene 
AflSnitatssensor auch fur schnelle Assays und fur kleine Probenmengen 
geeignet ist und bis zu etwa 10 6 Bindeflachen 22 auf einem 
Flachenbereich von 1 mm 2 aufweisen kann, was vor allem fur Tests mit 
Molekul-Bibliotheken-Chips, wie Biochips, DNA-Chips u.a. erheblich 
von Vorteil ist. Somit kann der vorgeschlagene AflSnitatssensor 
insbesondere fur Aufgaben der kombinatorischen Chemie, fiir 
diagnostische Aufgaben in der Medizin, zur Entwicklung neuer 
Wirkstoflfe, zur Entwicklung neuer Arzneiwirkstoffe oder zur 
Entwicklung selektiv wirkender Pflanzenschutzmittel Verwendung 
finden. 

Alle in der Beschreibung, den nachfolgenden Anspriichen und der 
Zeichnung dargestellten Meikmale konnen sowohl einzeln als auch in 
beliebiger Kombination miteinander erfindungswesentlich sein. 
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Patentanspriiche 



1. Affinitatssensor zum Nachweis biologischer und/oder chemischer 
Spezies bestehend aus einem, je nach Ausleseart optisch transparenten 
oder teilreflektierenden Substrat (1), das mit mehreren, voneinander 
beabstandeten mikrostrukturierten Bindeflachen (2) versehen ist, deren 
Flache in Relation zum Durchmesser von Nanopartikeln (3) und 
oberhalb des lichtoptischen Beugungslimits so groB festgelegt ist, daB 
die Nanopartikel (3), die mit Kopplungspartnera (4) versehen sind, 
welche zu den Bindeflachen (2) oder darauf spezifisch gebundener 
Sequenzen (DNA) eine solche selektive Affinitat aufweisen, daB sie 
eine anhaltende Bindung mit den Bindeflachen (2) oder darauf 
spezifisch gebundener Sequenzen (DNA) derart eingehen, daB auf 
einer oder mehreren Bindeflachen (2) eine so groBe Anzahl von 
Nanopartikeln (3) unter Ausbildung von Nanopartikelbelegungen (31) 
anbindbar sind, daB die von der Nanopartikelbelegung (31) 
eingenommene Flache bezogen auf die Flache einer Bindeflache (2) 
mindestens 0,1% betragen kann, wobei alle Bindeflachen (2) 
zusammen in einem solchen aktiven Flachenbereich (22) angeordnet 
sind, daB sie gemeinsam von 

- einem Objektiv eines ublichen lichtoptischen Mikroskops mit einer 
numerischen Apertur zwischen 0,1 ... 0,9, zwecks Bestimmung der 
durch die Nanopartikelbelegungen (31) erzeugten optischen 
Absorption, Reflexion oder Streuimg oder 

-durch eine Vorrichtung zur Bestimmung der Plasmonenresonanz 

erfaBbar sind. 

2. Affinitatssensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Durchmesser der zum Einsatz gelangenden Nanopartikel (3) in der 
GroBenordnung von 2 ... 600 nm festgelegt ist. 

3. Affinitatssensor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Durchmesser der zum Einsatz gelangenden Nanopartikel (3) 
vorzugsweise in der GroBenordnung von 15 ... 60 nm festgelegt ist. 
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4. Affinitatssensor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der 
Durchmesser der zum Einsatz gelangenden Nanopartikel (3) 
vorzugsweise in der GroBenordnung von 2 ... 15 nm festgelegt ist. 

5. Affinitatssensor nach Anspruch 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB fur die Nanopartikel (3) Metalle, insbesondere Gold, eingesetzt 
sind. 

6. Affinitatssensor nach Anspruch 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB fur die Nanopartikel (3) metallhaltige Kompositpartikel eingesetzt 
sind. 

7. Affinitatssensor nach Anspruch 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB fur die Nanopartikel (3) solche aus einem Halbleitermaterial, 
insbesondere CdSe, InP, eingesetzt sind. 

8. Affinitatssensor nach Anspruch 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB fur die Nanopartikel (3) solche aus einem Kunststoff, die 
bevorzugt Einschlusse aus einem absorbierenden Farbstoff, Metall 
oder Halbleitern beinhalten, eingesetzt sind. 

9. Affinitatssensor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
Nanopartikel (3) mehrerer unterschiedlicher GroBenklassen oder 
unterschiedlicher Zusammensetzung eingesetzt sind, die in 
verschiedenen Spektralbereichen auslesbar sind. 

10. Affinitatssensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
einzelnen Bindeflachen (2) in der GroBenordnung von 0,4 jim 2 bis 
1 mm 2 festgelegt sind. 

11. Affinitatssensor nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die 
einzelnen Bindeflachen (2) in der GroBenordnung von 1 \im 2 festgelegt 
sind. 
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12. Affinitatssensor nach Anspruch 1 und 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB bis zu 10 6 einzelne Bindeflachen in der GroBenordnung von 
1 jim 2 auf einem Flachenbereich (22) des transparenten Substrats in 
der Grofienordnung von 1 mm 2 vorgesehen sind. 

13. Verwendung eines Affinitatssensors nach den vorstehenden 
Ansprachen fnr Aufgaben der kombinatorischen Chemie, fur 
diagnostische Aufgaben in der Medizin, zur Entwicklung neuer 
Wirkstoffe, zur Entwicklung neuer Arzneiwirkstoffe oder zur 
Entwicklung selektiv wirkender Pflanzenschutzmittel. 
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